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(57) Abstract; The invention relates to a peptide which comprises between 5 and 40 amino acids, is obtained &om a cytokine, and 
in which at least one of the amino acids contains at least one atom that is spaced (d) less than 5 angstroms from, an atom of the 
^Jj receptor corresponding to said cytokine, the spacing (d) being evaluated on structural data, derivatives thereof, and an immunogenic 

compound comprisir^ said peptide or peptide derivatives, the use of a peptide or peptide derivative or immunogenic compound for 
preparing a therapeutic or prophylactic medicament used for treating or preventing diseases that are associated with an excess or 
the presence of cytokines or for treating an autoimmune disease, and pharmaceutical compositions containing at least one inventive 
peptide or peptide derivative or immunogenic compound as an active principle. 



(57) Abr^g^ : Peptide de taille comprise entre 5 et 40 acides amines, provenant d'une cytokine, dans lequel au moins un de ses acides 



amines comporte au moins un de ses atomes espac6 d*une distance d de moins de 5 angstroms d*un atome du rfcepteur correspon- 
dant a ladite cytokine, Tespacement d etant evalue sur des donnees structuiales, derives, compose immunogenes les comprenant, 
utilisation d'un peptide ou dix\\€ d'un peptide ou compost immunog&ne pour la preparation d'un medicament curatif ou pr^ventif 
destine au traitement ou a la prevention des affections liees a un exces ou a la presence de cytokines ou au traitement d'une maladie 
auto-immune et compositions pharmaceutiques qui renferment au moins un peptide ou 6€n\€ d^un peptide ou compost inmiunog&ne 
ci-dessus a titre de principe actif. 
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Nouveaux peptides et leur application en therapeutiaue 



5 La pr6sente invention conceme de nouveaux peptides et leur 

application en th6rapeutique. 

Limmunisation active anfi'-cytokine est une strat6gie 
d'immunotherapie active d6ve]opp6e depuis 1990 par Zagury et aL qui repose 
notamment sur la demande de brevet WO 92/22577. 

10 Cette fdee a ete reprise par plusieurs dquipes scientifiques qui 

ont pubii6 dans des revues scientifiques internationales des immunisations 
actives contre la proteine enti^re d'IFNa multfm6ris6e par traitement au 
glutarald6iiyde (Gringeri et al, JAIDS 1 999;20;358"70), une prot6ine TNFa 
chimerique consistant au couplage de la protdine native du TNFa avec un 

15 epitope T de i'ovaibumine (Daium et al, Nature Biotechnology, 1999;1 7:666- 
69). contre de 11 L9 entiere couplee avec du KLH (Ricliard et al, PNAS, 
2000;97:767-72} ou encore de riL5 entiere chimerique avec un Epitope T de 
toxine tStanique (iHertz et al, J. Immunol, 2001 ; 167:3792-99). 

Ces approches ont confirm^ la faisabilite d' immunisations 

20 autologues anti-cytoklnes, mars ces queiques succes cachent les essars 
infructueux decrits par certains auteurs ; certaines cytokines ne permettent 
pas d'obtenir d'anticorps suffisamment protecteurs et d'effet clinique, et la 
m§me cytokine preparee sous une forme efflcace d'une fa9on ne le sera pas 
sous une autre (Richard et al, PNAS. 2000;97:767-72). 

25 En essayant d*expliquer ce phSnom^ne. la demanderesse a 

observ6 que jusqu'd present tous les auteurs ont utilise des cytokines entidres 
{eventuellement I6g6rement modrfi6es), ce qui entraTne des difficuitfes 
notamment aux niveaux suivants : 

- dilution du pouvoir immunog^ne des determinants antigeniques d'interet 
30 (pour les reponses B et T) 

- genese possible d'anticorps facllltants in vivo (r6ponse B). 
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II serait done souhaitable de disposer d'antigenes permettant 
d'obtenir des anticorps suffisamment protecteurs vis-a-vis des cytokines, at 
limltant leur activitS . 

WO-A-98/51705 decrit des peptides de h RANTES, MIP1a et 
5 MlPIp compris entre la deuxi6me et la troisieme cysteine d© ces chimiokines 

+ 

qui se lient au co-recepteur CCR5, 

WO-A-98/34631 d6crit des peptides issus de chaTnes y de 

recepteurs de cytokines utilises pour bloquer \a fixation de la cytokine ou 

Tactivation du recepteur. 
10 WO-A"g4/01457 decrit des peptides de I'IFN a utilises comme 

substances porteuses de con^poses pharmaceutiques. 

EP-A-0218531 decrit des peptides d'IL1 utilises pour la 

preparation d'anticorps. 

C'est pourquoi la pr^sente demande a pour objet des peptides 
15 de taille comprise entre 5 et 40 acides amines, provenant d'une cytokine, 

caracterisSs en ce que au moins un de ses acides amines et de pr^fSrence au 

moins deux de ses acides amines consScutifs oomportent au moins un de ses 

atomes espacS d*une distance d de moins de 5 angstrdms d*un atome du 

r^cepteur conrespondant a ladite cytokine, Tespacement d Stant dvaiuS sur 
20 des, donn^os structuralos (par exemple cristallographie. ou RMN) et de 

preference en ce qu'ils induisent des anticorps interagissant avec ladtte 

cytokine, a l*exception 

- des peptides compris entre la 2e et ia 3^ cysteine de h RANTES, de 
MIP laetdeMIP 1|3, et 

25 - des peptides compris entre les acides amines 123 et 140 de I'IFN a, 

A cause de leur longueur, les peptides de cytokine selon 
ilnvention correspondent a un nombre limite d'6pitopes de la cytokine, en 
g6n6ral d un ou deux epitopes de la cytokine, et sont en consequence 
depourvus des nombreux autres Epitopes qu'elles renferment 

30 Par "cytokine", on eatend aussi bien les cytokines vrales que les 

cytokines chimio-attractives encore appelSes chimiokines. On pref^re les 
cytokines tiumaines. Par "interagissant" on sign if le que ces anticorps, pae 
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exemple soft parce qu1ls reoonnaissent la protSine native comme on peut le 
montrer par un test immunologique (ELISA, Western Blot), soit parce qu'ils 
bloquent ia liaison de la cytokine a son rscepteur oomme on peut le montrer 
par un test d'activfte biologique ou un test de competition biochimique, ont un 
5 effet clinique b^nefique in vivo , 

Panni les cytol^ines, on peut citer par exemple le TGF l'IL1 a, 
riLI le vEGF, le TNF a, les [FN a et y, les IL 4.5,6,10,12,13,15,18.23, 
nPIO, les MIP 1a et 1p, MCP1, et Rantes. Parmi les cytokines ci-dessus, on 
pr6f6re le TGF p. ilLI p, le vEGF, le TNF a, les IFN a et y. les !L 

10 4,5,6^0,12,13,15,23 ou toute combinaison de certaines de ces cytokines et 
tout partlculierement I'iLI p. le vEGF, le TNF a, nL23 et TIFN a ou toute 
combinaison de certaines de ces cytokines. 

Les peptides de cytokine selon i'invention proviennent ou 
d^rivent d'une cytokine. Par "proviennent" Ton entend que leur sequence 

15 d'acides amines est identique S celle de la cytokine. Par "derivent" I'on entend 
que leur sequence d'acldes amines est majoritairement identique A celle de la 
cytokine mais comporte quelques differences comme on le verra ol-aprds. 

Au moins un acide amind des peptides de cytokine de I'invention 
et de preference deux acides amines consecutifs possSde(nt} un de ses 

20 atomes espac6 de moins de 5 angstr&ms d*un atome du rscepteur 
correspond ant k ladlte cytokine. II est avantageusement espace de moins de 
4,5 angstr5ms. notamment espace de moins de 4 angstrSms et 
partlculierement espace de moins de 3,5 angstroms d*un atome du recepteur 
conespondant a ladite cytokine. 

25 En general I'atome concern^ de I'acide amine se trouve sur la 

ctiatne iaterale dudit acide amin6. 

Dans des conditions prefSrentielles de mise en oeuvre de 
invention 2, notamment 3 et de preference 4 acides amines consecutifs du 
peptide de cytokine repondent a ce meme critere d'espacement 

30 Get espacement est evalu6 sur des donnees structuraies par 

exemple de cristallographie, ou encore par RMN qui donne des rSsultats 
simiiaires aux mesures cristaliographiques. 
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Les peptides de cytokine ci-dessus comportent 
dvantageusement plus de 8, notamment plus de 10, partioulierement plus de 
12 at tout partioulierement plus de 15 acides amines. 

Dans d*autres oonditions pr6f6rentielles de mise en oeuvre de 
5 nnvention, les peptides de cytokine ci-dessus comportent molns de 35, 
avantageusement molns de 30, notamment moins de 25 et partioulierement 
molns de 20 acides amines. G6n6ralement les sequences les plus oourtes 
correspondent a des peptides contenant un seul groupe d'au moins deux 
acides amines consecutifs comportent au moms un de leurs atomes espacd 

10 de moins de 5 angstrdms d'un atome du recepteur correspondant d iadite 
cytokine, tandis que les sequences les plus longues correspondent en general 
a des peptides se!on invention contenant deux ou m3me trois groupes ou 
plus de tels acides amines consecutifs. En effet ces groupes peuvent Stre 
espac6s par piusieurs, par exempie 10 acides amines comme dans le cas de 

15 riLIp, 

Parmi les peptides de cytokine ci-dessus, on retlent notamment 
un ou piusieurs peptides choisis parmi ou provenant de ceux dont les noms 
suivent: 

- hILIp (Human Interleukin 1 beta) ~" 

1-APVRSLNCTL-10 (ID SEQ 1) 
29-LHLQGQDMEQQ-39 (ID SEQ 2) 

1 23- STSQAENMPV-1 32 (ID SEQ 3) 

- hvEGF (Human vascular Endothelial Growth Factor) 

73-IMRIKPHQGQH1GEMS-88 (ID SEQ 4) 

- hTNFa (Human Tumor Necrosis Factor alpha) 

20-PQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLWPSEG-54 
(ID SEQ N° 5) 

80-ISRIAVSYQTKVNLLS-95 (ID SEQ N° 6) 

124- FQLEKGDRLSAEINR-138 (ID SEQ N" 7) 

- hlFNy (Human Interferon gamma) 

1 -MQDPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLFLGI LKN-36 
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(ID SEQ N° 8) 

118-MAELSPAAKTGKRKRS-133 (ID SEQ N" 9) 

- hILIO (Human interfeukin 10) 

20-PNMLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNLLLKE-50 (ID SEQ 

N" 10) 

- hlL4 (Human Interleukin 4) 

5-1TLQEIIKTLNSL-17 (ID SEQ N° 11) 

70nAQQFHRHKQURFLKRLDRNLWGLAG-95 (ID SEQ N" 12) 

- lilL12p40 (Human Interleukin 12 sous unite p40) 

80-LLLHKKEDG1WSTDILKDQKEPKNKTFLRCE-1 1 0 
(ID SEQ N° 13) 

135-KSSRGSSDPQG-145 (ID SEQ N° 14) 

- hILId (Human Interleukin 18) 

l-YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNRPLFEDMTD-35 

(ID SEQ N" 15) 

68-CEKISTLSCEN-78 (ID SEQ N° 16) 
141-EDELGDRSIMFTVQNED-157 (ID SEQ 17) 

- iilPIO (Human Interferon gamma inducible protein) 

39-VEIIATMKKKGEKRCLNPESKA-60 (ID SEQ N" 18) 

- hlL5 (Human Interleukin 5) 

1-IPTSALVKETtALLSTHRTLLIANET-26 (ID SEQ N° 19) 
96-LQEFLGVMNTEWI-108 (ID SEQ N° 20) 

- iiTGFp2 (Human Transfbmiing Growth Factor beta type 2) 

25-KIRDLGWKWIHE-35 (ID SEQ N" 21) 
87-TILYYIGKTPKIEQ -100 (iD SEQ 22) 

- hlL15 (Human Interleukin 15) 

1-ANWVNVISDLKKI-13 (ID SEQ N° 23) 
74- SSNGNVTESGCKEGEELEKKNIKEFLQSFVHIVQMF -1 1 1 
(ID SEQ N° 24) 

- hIL6 (Human Inlerleukin 6) 

28-KQIRYILDGISA-39 (ID SEQ N" 25) 
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1 1 4-RAVQMSTKVLIQFLQKKAKNLDAlTTPDPTTN ASLL-1 49 
(ID SEQ N" 26) 

- hMIPIa (Human Macrophage Inflammatoiy Protein alpha) 

51- ADPSEEWVQKYVSDLELSA-69 (ID SEQ N" 27) 

- hMIPip (Human Macrophage Inflammatory Protein beta) 

52- ADPSESWVQEYVYDLELN-69 (ID SEQ N° 28) 

- hlL13 (Human Interleukin 13) 

8-TALRELIEEL-17 (ID SEQ N" 29) 

57-CSAIEKrQRMLSGFCPHKVSAGQFSS-82 (ID SEQ N" 30) 

- hlL23 (Human Interleukin 23) 

52 GHMDLREEGDEETT 65 (ID SEQ N» 31) 

115 LLPDSPVGQLHASLLGLSQ 133 (ID SEQ N' 32) 

160LLRFKILRSLQAFVAVAARV179 (ID SEQ N° 33) 

- hRANTES (Human Regulated upon Activation Normal T-cell expressed) 

51 -ANPEKKWVREYINSLEMS-68 (ID SEQ N° 34) 

-hlFNa (Human Interferon alpha) 

12-RRTLMLLAQMRK-23 (ID SEQ N" 35) 

95-LEACVIQGVGVTETPLMKEDSILAVRK-1 21 
(ID SEQ N° 36) 



Les sequences qui pr6c§dent ont 6t6 choisies dans les cytokines 
qui participent au developpement de maladies humaines de par leur rdle dans 
la reponse inflammatoire ou la reponse immunitaire spdcrfique. 
5 On retient tout particuUerement les peptides suivants : 

- 123-STSQAENMPV-1 32 de hlL1 p 

- 73-IMRIKPHQGQHIGEMS de hvEGF 

- 20-PQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLVVPSEG-54 de hTNFa 

- 1-MQDPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLFLGILKN-36 de hlFNy 
10 - 20-PNlVILRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNLLLKE-50dehiL1Q 

- 70-AQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAG-95 de hlL4 

- 1 -YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFlDQGNRPLFEDMTD-35 de hlLI 8 
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- 52 GHMDLREEGDEETT 65, 1 1 5 LLPDSPVGQLHASLLGLSQ 1 33 ou 1 60 
LLRFKILRSLQAFVAVAARV 179 de hlL23. 

Comme le sail rhomme de I'art de rimmunologie, des 
modifications des encliaTnemenis peptidiques naturels sont possibles sans 
5 pour autant modifier (a nature des propriStes immunoiogiques des peptides 
immunog^nes. On peut done citer 6galement les derives de peptides de 
cytol<ine qui sont fortement homologues a ces sequences naturelles, par 
exemple ayant plus de 50% d'homologie, en particulier plus de 70% 
d'liomologie, et de preference plus de 80% d'homologie ou meme plus de 

1 0 90% d'homologie avec le peptide natif correspondant tout en conservant les 
propri6t6s immunoiogiques de ce site epitopique du peptide natif. Leur zone 
d'homologie peut varier de 5 a 40 residus, par exemple de 8 a 40 residue, ou 
encore de 8 ^ 35 rSsidus, de preference de 10 d 35 r^sidus mais aussi de 12 
A 35 residue, notamment de 12 a 30 residus, en particulier de 15 a 30 r^sidus 

15 et tout particulierement de 15 a 25 residus. 

Les derives des peptides de cytol^ine peuvent contenir des 
residus modifies, d condition que les modifications n'abaissent pas 
sensibiement Hmmunogenicite, soit par addition de radicaux chimiques 
(methyle, acetyie etc.) soit par modification stereochimique (utilisation 

20 d'acides amines de serie D}. Les derives peptidiques de cytokine doivent, 
comme les peptides de cytokine induire des anticorps interagissant avec la 
cytokine- 

Les derives peptidiques de cytokine selon T invention peuvent 
comporter une ou plusieurs modifications dans les acides amines dont ils sont 

25 constitues teiles que des deletions, substitutions, additions, ou 
fonctionnalisations (teiles qu'acylation) d'un ou plusieurs acides amines, dans 
fa mesure oD ces modifications restent dans le cadre precise ci-dessus 
(caracteres immunoiogiques). Par exemple, en general \e remplacement d'un 
resfdu leucine par un residu isoieucine ne modifie pas de teiles propri6tes ; les 

30 modifications doivent generalement concerner moins de 40% d'acides 
amines, notamment moins de 30% de preference moins de 20% et tout 
particulrerement moins de 10% des acides amines du peptide nature!. II est 
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important que les antioorps induits par les peptides modifies soient actifs vis h 
vis de ia cytoi<ine native. 

Ces modrfioations sent d la portee de rhomme de Tart qui peut 
verifier Tincidence des modifications par des tests simpies. L'lmmunogenicite 
5 de tels d6riv6s modifies peut Stre 6valuee par ELISA aprds immunisation de 
souris, Tantigeno test^ par ELISA 6tant la cytokine entidre ou le peptide de 
cytokine immunisant, ou par des tests de blocage de la liaison cytokine- 
r^cepteur Les eventuelles modifications affectent de pref France moins de 8 
acides amines, avantageusement moins de 6 acides amines, notamment 

10 moins de 4 acides aminds, et particulidrement 3 acides amines ou moins 
comme 2 ou 1 seul acide aminS. 

L'invention a encore pour objet un compost caracterise en ce 
qu'il renferme au moins un peptide de cytokine ou derive de peptide de 
cytokine ci-dessus. Un tel compost peut comprendre des repetitions de 

15 peptides/derivds identiques, ou des comblnaisons de peptides/derivSs 
diff6rents, que ce soit sous forme lineaire ou sous forme de structure en 
candelabre ou de couplages mixtes S des prot^lnes porteuses. Un tei 
compose peut Sgaiement se presenter sous forme cyclisee. AinsI des 
peptides de cytokine ou les ddrivds peptidiques de cytokine seion invention 

20 peuvent par exempte Stre ins6r6s dans des sequences plus iongues d*acides 
amines donnant notamment une meiileure conformation ou combines a des 
Epitopes T exogdnes (que ce soit pour des immunisations prot^iques ou par 
ADN). 

lis peuvent avantageusement etre associ6s de maniere 
25 covaEente ^ des proteines porteuses comme par exemple le KLH. 

Comme on Ta vu, les peptides de cytokine selon llnvention 
correspondent en g6n6rai d un petit nombre d'epitopes de la cytokine. 
Lorsqu*ils sont notamment insures, combines ou associes, les composes ci* 
dessus ne component pas d*autres epitopes de ladite cytokine. 
30 Ces peptides de cytokine ou derives de cytokine pourront etre 

Indus dans toute sequence de prot^ine qui ne comprendra pas d'homologie 
avec les autres 6pitopes de (a cytokine naturede. Par exemple, ils pourront 
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etre les sites de liaison au rScepteur, aux extr6mites desquelles on ajoute 
simplement une cysteine pour oonferer au peptide une structure cyciique. Un 
autre exemple est un peptide entoure de sequences d'^pitopes T de la toxine 
tStanique. Encore un autre exemple pourra comprendre un peptide 
5 correspondant a la sequence du site de Halson au recepteur mais oD certains 
acides amines sont remplac6s par leurs isomeres de s6rie D afin d'eviter leur 
effet agoniste. En effet, il pourra etre 6ventueilement avantageux d'utiiiser des 
derives peptidiques qui n'ont pas d'activit6 agoniste sur ie rScepteur afm que 
rimmunog^ne ne puisse pas interferer avec la reponse immunltaire. 

10 De fagon a augmenter la rdponse Immunitaire, ces peptides de 

cytokine ou derives de cytokine pourront etre couples a des prot6ines 
porteusos. Les mSthodes de couplages et la protein e porteuse consid6r6es 
pourront Stre diff6rentes selon Ie peptide cibI6 : ii pourra s*agir par exemple de 
la proteine Keyliole Limpet Hemocyanin (KLH) ei Tetanus Toxoid (TT) 

15 conjugues aux peptides par des methodes chfmrques bien connues de 
I'homme de Tart comma celles de cou plage par Ie carbodiimide, ou par le 
glutaraldehyde ou par la benzidine bis-diazotee. La realisation de ces 
couplages pourra §tre facilitSe par Taddition ou I'incorporation d'acldes amines 
^ la sequence comme par exemple des lysines, des histidines, des tyrosines 

20 ou des cysteines. De tels composes peptidiques couples a un Epitope T 
exogSne (provenant de Plasmodium falciparum, de KLH, etc..) que ce soit de 
manidre chimique ou de mani§re gendtique entrent aussi dans le cadre de 
rinvention, 

Des couplages en r6seau de type en candelabre ou a des 
25 molecules telles que la transferrine ou )a ferritine peuvent etre aussi mis en 
oeuvre pour stimuler efficacement la r6ponse immunitaire. 

Les peptides selon T invention peuvent §tre nofamment produits 
par synthese chimique ou par genie genetique ou par tout autre m6thode 
adaptee. La syntlidse de peptides cycliques, au besoin en greffant un ou 
30 plusieurs acides amines en bout de chaTde comme des cysteines pour creer 
un pont disulfure permet de retrouver une partie de la structure secondaire 
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que ces fragments peptidiques possedent dans la structure tridimensionnelle 
de la proteine. 

Les peptides de cytokine, d6rivds de cytokine et leurs composes 
selon rinvention possedent de tr6s Int^ressantes propridtSs pharmacologiques. 
5 lis sent doues notamment de remarquables proprietes antl-cytokines. lis sent en 
effet Immunogenes et capabies de generer chez un sujet des anticorps 
reoonnaissant la cytokine native. Ces peptides ne oontlennent pas les 
nonnbreux autres epitopes provenant de la cytokine a laquelle ils 
correspondent. 

10 Ces proprietes sont illusfr^es ci-aprds dans la partie 

experimental©. EHes justlfient rutilisation des peptides cl-dessus d6crits a titre 
de m^ioament. 

Le fart de se iimlter ^ ces peptides proches du site de liaison au 
rScepteur, d Texclusion des autres epitopes des cytokines, donne notamment 

15 Tavantage de limrter la generation d'antrcorps facllrtants ou potentialisateurs 
de Tactivite cytokinique. De plus, ils permettent d'augmonter la qualite de 
Timmunlsation ahticytoklne car on limits le nombre de determinants 
antigenlques cibl^s. 

C'est pourquoi rinvention a encore pour objet des medicaments 

20 caracterises en ce qu'ils sont constitues des peptides de cytokine ou derives 
de cytokine ou composes tels que d6finis ci-dessus, c'est a dire des peptides 
de cytokine ou derives de cytokine ou compos6s immunogdnes tels que 
definis cl-dessus, ou comprls entre la 2e et la 3e cysteine de h RANTES ou 
compris entre les acides amines 123 et 140 de TIFN a, pour leur utilisation 

25 dans une methode de traitement therapeutique du corps humain ou animal, 
ainsi que rutilisation d'un tel peptide de cytokine ou derive de cytokine ou 
compose immunogdne pour la preparation d'un medicament curatif ou 
preventif destine au traitement ou d la prevention des affections liees a un 
exces ou S la presence de cytokines. 

30 Les medicaments selon la pr6sente invention trouvent leur emplol 

par exemple dans le traitement tant curatif que preventif des maladies liees aux 
dereglements du systfeme immunitaire impliquant des surproductlons de 
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cytokines comme par exemple les maladies auto-immunes (comprenant entre 
autres la sclerose en plaques, la polyarthrite rhumatolTde, le psoriasis, le 
diabSte auto-Immun, le lupus), Tallergie ou rasthme, les cancers ou le S(DA. 
Ainsi il est clair que la lutte contra I'lLIp ou le TNFa peut-§tre utile dans la 
5 polyarthrite rhumatoYde. la lutte contre riFNy, ULIS, riL23 ou riL12 peut etre 
utile dans la lutte contre la sclerose en plaques, ou le diabete auto-immun, la 
lutte contre I1L4, TILS et nL13 peut Stre utile contre Tallergle ou Tasthme, la 
lutte contre TILIO ou le vEGF peut §tre utile contre certains cancers. Plus 
g6n6ralement ies ddreglements Th1/Th2 qui gouvernent la reponse 

10 immunitaire elle-m§nne et qui font classiquement inten^enir IL12, IL2, IL4, IL6, 
IL10, IL13, IFNy, TNFa pourront b6n6ficier d'un reajustement de i'equilibre par 
rimmunisation active. Ce ne sont Id que quelques exemples, et rinvention a 
aussi pour objet tout traitement du corps humain, base sur une innmunlsation 
active (ADN ou peptide) impliquant les sequences peptidiques mentionnees 

15 ci-dessus d I'exciusion des autres epitopes des cytokines. Ces sequences 
pourront Stre modifi6es comme indiqu6 dans la presente description, et les 
immunisations par ADN se feront par simple traduction a partir du code 
genStique. 

La ri§ponse immunitaire liumorale pourra §tre evalu^e par des 
20 tests ELtSA ou des tests montrant T inhibition de la liaison de la cytokine native 
a son recepteur. La reponse ceillulaire pourra dtre evalude en presence de 
tests de prolif6ration cellulaire face au peptide utilise. 

Les principes act if s immunogdnes selon rinvention peuvent Stre 
utilises comme suit : 

25 On admlnrstre a un patient un peptide de cytokine ou d6riv6 de 

cytokine ou compose immunogene selon la presente invention, par exemple 
par vole sous-cutanee ou intramusculaire, en quantite sufHsante pour §tre 
efficace sur le plan thdrapeutique, a un sujet ayant besoin d'un tel traitement 
La dose administree peut aller par exemple de 1 a 1000 jjg, notamment 10 a 

30 500 pg par voie sous-cutanee, une fois par mois pendant trois mois, puis 
periodiquement en fonction du taux des anticorps s6riques induits, par 
exemple tous ies 2-6 mois. On pourra admin istrer dans une meme preparation 
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deux ou plusieurs molecules immunogdnes diffSrentes pour induire des 
anticorps neutral isant toutes les sites fonctlonnels d6ldt&res au cas oD une 
seule molecule immunogdne ne porta pas tous les sites actife de la cytokine 
surproduite que Ton veut neutrallser. 
5 ^invention a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques 

notamment les vaccins qui renferment au moins un peptide de cytokine ou 
deriv6 de cytokine ou compost immunog^ne precit6, A titre de principe actif. 

A titre de medicaments, un peptide de cytokine ou d^nvS de 
cytokine ou compose immunogdne de I 'invention peut Stre incorpore dans des 

10 compositions pharmaceutiques destinees d nimporte quelle voie 
conventionnelie en usage dans le domaine des vaccins, en particuller par voie 
sous-cutan6e, par voie intramusculaire, par voie intraveineuse ou par voie 
orale. L'ad ministration peut avoir iieu en dose unique ou rSpetee une ou 
plusieurs fois apres un certain rntervalle de temps. 

15 C'est pourquoi la presente demande a egalement pour objet une 

composition pharmaceutique, curative ou preventive, caract6risee en ce 
qu'elle comprend d titre de principe actif, un ou plusieurs peptides de cytokine 
ou ddrivSs de cytokine ou composes immunog^nes nouveaux ou compris 
entre les acides amines 123 et 140 de TIFN a, tel que d^finis ci-dessus. 

20 Uagent immunogdne peut dtre oonditionne seul ou melange a 

un exclpient ou melange d'excipients pharmaceutiquement acceptables tel 
qu'un adjuvant. La presente demande a plus particulidrement pour objet un 
vaccin contenant a titre d'immunogene, un peptide de cytokine ou derive de 
cytokine ou compose immunog6ne ci-dessus, 

25 La presente invention a encore pour objet un procedS de 

preparation d'une composition ci-dessus decrite, caractdrise en ce que Ton 
mefange, seion des m6thodes connues en elles m§mes, le ou les principes 
actlfs avec des excipients acceptables, notamment pharmaceutiquement 
acceptables. 

30 L'ad ministration a un patient d*un un peptide de cytokine ou 

d6riv6 de cytokine ou compost tmmunogSne selon invention conrespond d 
une tmmunotherapie active. If peut etre int6ressant 6galement de pnDceder g 
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une immunothSrapie passive, c'est d dire de fournir d un patient directenient 
des anticorps dent il a besoin. 

Les preparations vaccinales pourront etrs condrtionn^s pour la 
voie intra nasale sous forme do gel avec comme excipient le carbopo!, de 
5 gouttes nasales ou de spray et pour la vole orale sous fonme de capsules 
gastroreslstantes, de dragees ou de granules gastror6sistants. 

Dans le cas de vaccin ADN admin istre par voie systemique ou 
mucosale, la presentation galenique du plasmide pourra Stre une suspension 
dans un liquide physiologjque tel le PBS physiologiques (tampon phosphate - 

1 0 PBS). Les plasmides pourront Stre Indus dans des microsphdres de polymdres 
biodegradable (PLG, PLA, PCL) et admrnistr^es dans des capsules 
gastror^sistantes pour ingestion (voie orale). L*ADN pourra egaiement Stre 
exprime dans un vecteur vivant bactSrien, type salmonelle ou viral type 
adenovirus ou poxvirus. 

15 La presents demande a enfin pour objet un precede 

d 'immunisation active de patients caract^rise en ce que I 'on utilise d titre 
d'immunogene un peptide de cytokine ou derivd de cytol^ine ou compost 
immunog^ne tel que d6fini ci-dessus avantageu semen t associd a un adjuvant 
d'immunite mineral, huileux ou de synthese. 

20 Les immunisations pourront se faire classiquement notamment 

par des peptides ou des composes immunogSnes comme des conjugu^s de 
preference en presence d'un adjuvant, par exemple VISA 51 ou TAlun. Les 
immunisations pourront se faire a base d'ADN (sequences homologues aux 
sites de liaison combinees avec des epitopes T exogdnes) en utiiisant de 

25 I'ADN nu ou un vecteur d'expression contenant un promoteur adapte comme 
par exemple le pCR3.1, Les ADN admlnistres pourront etre proteges des 
nucleases par Tutilisation de radicaux adSquats (CpG etc.). On pourra 
notamment faire suivre une Immunisation initiale par ADN par des rappeis 
ctasslques a Taide des composes peptidiques. 

30 Les conditions prSferentielies de mise en ceuvra des peptides ci-^ 

dessus decrits s'appllquent dgalement aux autres objets de Tinvention vises ci- 
dessus. 
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La figure 1 et la figure 2 qui est un agrandissement de la figure 1 
representent la structure cristallographique du peptide provenant de I'lLIO en 
contact avec son rScepteur. On distingue la cytokine IL10 (a gauche) en 
contact avec son r§cepteur (a droite). 
5 Sur la figure 2, on peut observer que les acides amines marques 

en noir sont espaces de moins de 4 Angstroms (d^pointille enljie deux boules 
noires). Us correspondent de bas en haut aux couples : 
192IL10R S6rine vis-d^is du 28IL10 Acide Aspartique (3.18A) , 100IL10R 
Acide aspartique et lOHLIOR acide glutamique vis-^-vis du 34IL10 Lysine 

10 (3.83A et 3.84A), et 94IL10R Asparagine vis-a-vis du 39IL10 Methionine 
(3.70A). Pour cheque acide amin6 un point central a ate determine comma 
etant le barycentre du carbone alpha de I'acide amind consid^d, de 
\'extr6mH6 de la cha^e latSrale et d'un troisieme point choisi com me 6tant le 
plus extreme des deux prScSdents sur la cInaTne lat^rale. La distance d 

1 5 mesur6e est la distance separant les points centraux. des acides amines 
respectivement de la cytoldne et de son recepteur. On peut dvidemment 
d6finir les distances en utilisant d'autres mdthodes usuelles. 

Les exemples qui suivent illustrent la prgsente invention. 

20 Example 1 : 

Le peptide KLHLQGQDMEQQ (ID SEQ N° 37) a 6te synth6tis6 a 
partir de la sequence d'lLIp humaine, le r6sidu K a dte ajoute k ia sequence 
naturelle pour permettre une liaison au KLH par couplage d I'aide de 
glutaraldShyde. 

25 Cinq souris ont §t6 immunls6es en presence de I'adjuvant ISA51. Pour la 
premiere injection realis^e li JO, on prepare une emulsion de 40Mg 
d'immunogSne dans une quantite d'ISASI suffisante pour preparer lOOpI 
d'emulsion. Pour le rapp^ a J21 et d J40, on prepare IOOjjL d'emulsion 
contenant 20pg d'immunogene. Cinq souris ont 6t^ immunls^es en parall^le 

30 comme contrdles avec du KLH dans le m§me adjuvant. 

A J60, du serum est pr6leve et des tests ELISA sont r^alisds 
avec la cytokine native pour reveler la presence d'anticorps. 
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L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 
presentee dans le tableau ci-dessous : 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


IVIoyenne 


Peptide 


1.34 


0.08 


1.86 


0.90 


1.56 


1.15 


Contr61e 


0.05 


0.11 


0.08 


0.12 


0.06 


0.08 



5 L'existence d'anttcorps neutrafrsant la cytokine native a pu §tre 

6valuee de ta fagon suivante : 20 unites de cytoldne iL1 ^ native sont 
pr^incubees avec du sdrum de souris (tmnnunts6e ou contrdle) dilud du 
1/100'*""* au 1/2000'*'"* pendant 2H a 37 "C. Le tout est ensuite ajout6 d des 
cellules EL4, mises i 50 000 cellules en mlcropuits. La production d'lL2 est 
10 evaluee apres 24 heures dans le sumageant par un test ELISA sandwich 
(R&D diagnostics). Le pourcentage d'inhibition de ia production d'IL2 indique 
le pourcentage de neutralisation de I'lLI p. Com me on peut le voir, on observe 
des rSponses pour ies souris immunis^es mais pas pour !es contrdles. 



Scurfs 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


52% 


25% 


93% 


86% 


8% 


52% 


Contrdle 


8% 


-5% 


11% 


5% 


12% 


6% 



15 

Exemple 2 ; 

On a immunis6 5 souris avec le peptide de synthese provenant 
du vEGF humain : KPHQGQHIGEMS, (ID SEQ N** 38) Ce peptide a 6t6 
20 couple a la protdine porteuse KLH par reaction au glutarald6liyde- Apr6s 
Immunisation dans Ies memes conditions que dans I'exemple 1 , du serum est 
preleve a J60 et des tests ELISA sont realises avec la cytokine native pour 
reveler la presence d'antlcorps. 

L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 
25 prdsentee dans le tableau ci-dessous : 
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Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.50 


1.00 


0.86 ' 


0.98 


1.63 


1.19 


Controle 


0.05 


0.13 


0.07 


0.10 


0.08 


0.09 



Exemple 3 : 

On a immunise 5 souris avec le peptide de synthese provenant 
du TNFa humain qui est: KYQAEGQLQWLNRRANALlJ^NGVELRDNQL, 
5 (ID SEQ 39) Ce peptide a et6 couple a la proteme portouse KLH par 
reaction au diazobenzidine. Les rSsidus K et Y ont 6te ajoutes ^ la sequence 
naturelle pour permettre una liaison au KLIH par couplage ^ I'aide de 
glutaraldehyde. Apres immunisation dans les mSmes conditions que dans 
I'exempie 1, du serum est pr^leve d J60 et des tests ELISA sont rdalisSs avec 
10 ia cytokine native pour rSvdter la presence d'antlcorps. 

Uabsorbance moyenne obtenue pour cheque souris est 
pr6sentee dans le tableau ci-dessous : 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.64 


1.14 


1.96 


1.02 


0.78 


1.31 


Contraie 


0.11 


0.16 


0.09 


0.11 


0.18 


0.13 



15 L'existence d'anticorps neutralisant la cytokine native a pu dtre 

dvaluSe de la fagon suivante : 50 unites de cytokine TNFa native sont 
preincubees avec du s^rum de souris (jmmunlsSe ou controle) dilu^ au 
1/200**""^ pendant 2H a 37 X. Le tout est ensulte ajoute d des cellules L929. 
mise a 25 000 cellules par micropuits. La lyse des cellules est 6valude apres 

20 24 heures par coloration au naphtol blue black (Sigma), Le pourcentage 
d'inliibition de la lyse rndique le pourcentage de neutralisation du TNFa, et 
comme on peut voir, on observe des reponses pour les souris immunisees 
mals pas les contrdles. 
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Souris 


1 


2 


3 


4 

1 


5 


Moyenne 


Peptide 


88% 


12% 


93% 


36% 


79% 


61% 


Contrdle 


5% 


6% 


14% 


5% 


1% 


6% 



Exemple 4 : 

On a jmmunise 5 souris avec le peptide provenant de I'lFNy 
humain qui est: KKYFNAGHSDVADNGTLFLGILKN (ID SEQ N° 40). C© 
5 peptide a ete synth6tis6 chimiquement sous forme de MAPS. Ce peptide 
MAPS a ensuite ete couple S la proteine porteuse T6tanus Toxoid par 
reaction au glutaraldShyde. Aprds Immunisation dans les mdmes conditions 
que dans I'exemple 1 , du serum est pr6[ev6 d J60 at des tests ELISA sont 
realises avec la cytokine native pour reveier la presence d'anticorps. 
10 L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 

presentee dans le tableau ci-dessous : 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.56 


1.05 


0.98 


1.80 


1.64 


1.41 


Contrflie 


0.10 


0.12 


0.23 


0.08 


0.09 


0.12 



L'existence d'anticorps neutral isant la cytokine native a pu 6tre 
1 5 evaiu^e de la fagon suivante : 100 unites de cytokine native sont pre incubees 
avec du serum de souris (immunisde ou oontrCle) dilue du 1/250^^'"® pendant 
2H k 37 ^C. Le tout est ensufte ajoute ^ des cellules RAW 264.7, mises d 300 
000 cellules dans des puits de 2 ml. L'expression de CMH de classe 11 sur les 
cellules est evaluee par cytometrie de flux apres 24 heures, par marquage 
20 avec des anticorps anti-CMH de classe II couplds d la fluoresceine. Le 
pourcentage d'inliibition de l'expression du CMIH de classe II indique le 
pourcentage de neutralisation de I'lFNy, et comme on peut voir, on observe 
des iniilbltions pour les souris immunisees mais pas les contrdles. Le seurl de 
signification pour oes experiences est de 30%. 
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Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


40% 


89% 


67% 


38% 


83% 


63% 


ContrSle 


25% 


14% 


-10% 


29% 


7% 


13% 



Exemple 5 : 

On a immunise 5 souris avec ie peptide provenant de I1L10 
liumalne qui est: DECNIWLRDLRDAFSRVKTFFQMKDQLDNC (ID SEQ N** 
5 41). Ce peptide a etd synttietisS chimiquement et una cysteine a 6t6 ajoutee 
& chaque extr6mite de sorte ^ en faire un peptide cycUque. Ce peptide a 
ensuite 6t6 couple a la pn^teine porteuse KLH par r6action au carbodiimide. 
Le r^sidu DE a aussi et6 ajout6 ^ la sequence naturelle pour pemfiettre une 
liaison au KLl-i par reaction au carbodiimide. Aprds immunisation dans les 
10 memes conditions que dans I'exemple 1, du sSrum est prdlevd d J60 et des 
tests ELISA sont r6alis6s avec la cytokine native pour rev6ler la pr6sence 
d'anticorps. 

L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 
presentee dans le tableau ci-dessous : 

15 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.94 


0.96 


1.85 


0.97 


1.5 


1.44 


Contrdle 


0.29 


0.52 


0.17 


0.26 


0.36 


0.32 



Example 6 : 

On a immunise 5 souris avec le peptide correspondant a riL4 
humalne qui est : KQLIRFLKRLDRNLWGLAG (ID SEQ N° 42). Ce peptide a 
20 6te couple k la protdine porteuse KLH par reaction au glutaraidetiyde. Apres 
immunisation dans les memes conditions que dans Texempie 1, du sSrum est 
preleve d J60 et des tests ELISA sont realises avec la cytokine native pour 
reveler la presence d'anticorps. 

L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 
25 pr6sentee dans le tableau ci-dessous : 
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Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.06 


1.25 


0.95 


0.87 


1.24 


1.07 


Contrdie 


0.34 


0.09 


0.26 


0.16 


0.12 


0.19 



Exemple 7 : 

On a immunise 5 souris avec le peptide con^espondant a 
l'IL12p40 humaine qui est : KKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCE 
5 (ID SEQ N** 43). Ce peptide a 6t6 coupl6 a la proteine porteuse Tetanos 
ToxoTde par reaction au benzidine bis-diazote (diazo). Apr^s immunisation 
dans las memes conditions que dans i'exemple 1, du s6njm est pr6leve a J&O 
et des tests EL ISA sont realises avec la cytokine native pour reveler !a 
presence d*anticorps. 
10 L'absorbance moyenne obtenue pour ohaque souris est 

presentee dans le tableau ci-dessous : 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


l\/loyenne 


Peptide 


0.95 


1.06 


1.58 


1.14 


0.87 


1.12 


Contrdie 


0.06 


0.12 


0.09 


0.05 


0.09 


0.08 



Exemple 8 : 

15 On a immunise 5 souris avec le peptide provenant de 11L18 

humaine qui est; KYFGKLESKLSVIRNLNDQVLFID (ID SEQ 44). Ce 
peptide a 6t6 coupl6 a la proteine porteuse KLH par reaction au 
glutarald^hyde. Le residu K a 6t6 ajoutd a la sequence naturelle pour 
permettre una liaison au KLI-I par couplage S I'aide de glutaraldSliyde. Apres 

20 immunisation dans les mSmes conditions que dans I'exemple 1 , du serum est 
prelevd d J60 et des tests ELISA sont realises avec la cytokine native pour 
reveler la presence d'anticorps. 

L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 
25 pr6sentSe dans le tableau oi-dessous : 



wo 03/084979 



20 



PCT/FR03/01120 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 

1 


Moyenne 


Peptide 


1.85 


1.13 


0.99 


1.24 


1.54 


1.35 


Contrdle 


0.31 


0.09 


0.27 


0.16 


0.24 


0.21 



Exemple 9 : 

On a immunise 5 souris avec ie peptide syntlietique provenant 
de i'lPIO humain qui est : KKKGEKRCLNPESKA (ID SEQ 45). Ce peptide 
5 a etS Goupl^ a la prot^rne porteuse Tetanos ToxoTde par reaction au 
glutaraldehyde. Las trols residus K presents dans la sequence naturelle 
penmettent une liaison au KLl-l par ecu plage h Taide de glutaraldShyde. Aprds 
immunisation dans ies memes conditions que dans Texempie 1 , du serum est 
prdleve S J60 et des tests ELISA sont realises avec ia cytokine native pour 
1 0 reveler la presence d'anticorps. 

L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 
presentee dans Ie tableau ci-dessous : 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.16 


0.98 


1.24 


1.09 


0.38 


1.07 


Contrfiie 


0.32 


0.21 


0.11 


0.20 


0.09 


0.19 



1 5 Exemple 1 0 : 

On a immunise 5 souris avec Ie peptide correspondent a TILS 
humaine qui est : KLQEFLGVMNTEWI (ID SEQ 46), Ce peptide a 6te 
couple d la prot6lne porteuse KLH par reaction au glutarald^hyde. Le r6sidu K 
a ajoute a la sequence naturelle pour permettre une liaison au KLH par 

20 couplage a I'aide de glutaraldehyde. Apres immunisation dans les mdmes 
conditions que dans Texemple 1, du s6rum est preleve a J60 et des tests 
ELISA sont realises avec la cytokine native pour r6veler la presence 
d'anticorps. 

L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 
25 pr6sentee dans Ie tableau cl-dessous : 
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Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.25 


1.21 


1.87 


1.10 


0.88 


1.26 


Contrdle 


0.51 


0.21 


0.42 


0.09 


0.38 


0.32 



Exemple 1 1 : 

On a immunise 5 souris avec le peptide corrospondant A Is 
TGFP2 humain qui est : DTILYYfGKTPKIE (ID SEQ N° 47), Ce peptide a 6t6 
5 coupl6 d la protdine porteuse KLIH par rdaction au carbodilmlde. Le rdsidu D a 
6t6 ajout6 k la sequence naturelle pour penmettre une liaison par cou plage. 
Apres immunisation dans les mSmes conditions que dans I'exemple 1. du 
s6rum eat pr6leve ^ J60 et des tests ELISA sont realises avec la cytokine 
native pour reveler la presence d'anticorps, 
10 L'absorbance moyenne obtenue pour chaque souris est 

prdsentee dans le tableau ci-dessous : 



Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


0.95 


1.15 


0.99 


1.17 


1.08 


1.07 


Contrdle 


0.40 


0.09 


0.35 


0.26 


0.29 


0.28 



Exemple 12 : 

15 On a immunise 5 souris avec le peptide correspondant a riL6 

humaine qui est : KQIRYILDGISA (ID SEQ N° 25). Ce peptide a 6t6 coupl6 d 
la protelne porteuse TT par r6aclion au benzidine bJS-diazot6 (diazo)- Apres 
immunisation dans les memes conditions que dans I'exemple 1. du serum est 
prdlevd S J60 et des tests ELISA sont realises avec la cytokine native pour 

20 reveler la presence d'antioorps. 

L'absorbanoe moyenne obtenue pour chaque souris est 
presentee dans le tableau ci-dessous : 
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Souris 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.11 


1.27 


1.02 


1.34 


0.32 


1.01 


Contr6fe 


0.11 


0.15 


0.29 


0.14 


0.21 


0.21 



Exemple 13 

Les ADN correspondants aux peptides 1-APVRSLNCTL-10 
{GCACCTGTACGATCACTGAACTGCACGCTC) (iD SEQ N" 48), 29- 
5 LHLQGQDMEQQ-39 (CTCCACCTCCAGGGACAGGATATGGAGCAACAA) 
(ID SEQ H" 49) et 123-STSQAENMPV-132 

(AGCACCTGTCAAGCAGAAAACATGCCCGTC) (ID SEQ N^SO) de I'lLI p ont 
dte syntiiSlises et sont separSs des epitopes T de la toxine tetanique : 
AQYiKANSKFIGiTEL (iD SEQ N" 55) 

1 0 (CAGTACATCAAGGCTAACTCCAAGTTCATCGGTATCACTGAGCTG) 
(ID SEQN" 51) 
et du KLH : VDTWRKNVDSL 

(GTTGACACCACCAGAAAAAATGTTGACTCCCTT) (ID SEQ 52), 
par des dcarteurs GYG (GGCTACGGC) (ID SEQ N° 54). 

■ 

15 La s^uence nucleotidique finale est la suivante: 

GTTGACAGCACCAGAAAAAATGTTGACTCGCTTGGCTACGGCGGACCTG 
TACGATCACTGAACTGCACGCTCGGCTACGGCGTTGACACCACCAGAAA 
AAATGTTGACTCCCTTGGCTACGGCCTCCACCTCCAGGGACAGGATATG 
GAGCAACAAGGCTACGGCCAGTACATCAAGGCTAACTCCAAGTTCATCG 

20 GTATCACTGAGCTGGGCTACGGCAGCACCTCTCAAGCAGAAAACATGCC 
CGTCGGCTACGGCGTTGACACCACCAGAAAAAATGTTGACTCCCTT 
(ID SEQ N" 53). 

Cette sequence d'ADN, clon6e dans pRSET-A, code done pour 
un polypeptide compost qu'on produit et purifie par gdnie gendtique sous 
25 forme de protSine de fusion poly-Histidine. Ce polypeptide est utilisd comme 
immunogSne comme dans I'exemple 1 . 

La rdponse anticorps des souris est mesurSe contre I'lLI ^ native 
par ELISA et on trouve les valeurs suivantes : 
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Sou lis 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


0.86 


0.73 


1.68 


1.55 


1.83 


1.33 


Contrdle 


0.23 


0.11 


0.21 


0.29 


0.17 


0.20 



Exemple 14. 

Les ADNc correspondants aux p^tides 1^PVRSLNCTL-10 
(GCACCTGTACGATCACTGAACTGCACGCTC) (ID SEQ N" 48), 29- 
5 LHLQGQDMEQQ-39 (CTCCACCTCCAGGGACAGGATATGGAGCAACAA) 
(IDSEQNMg) et123-STSQAENMPV-132 

(AGCACCTCTCAAGCAGAAAACATGCCCGTC) (ID SEQ N" 50) de IMLip ont 
dtd synthdtis^s et sont sdpares dss Epitopes T de la toxine tStanique 
AQYIKANSKFIGITEL 

1 0 (CAGTACATCAAGGCTAACTCCAAGTTCATCG GTATCACTG AGCTG) 
(ID SEQ N" 51) 
et du KLH : 

VDTWRKNVDSL (GTTGACACCACCAGAAAAAATGTTGACTCCCTT) 
(ID SEQ N° 52) 
1 5 par des spacers GYG. 

La sequence finale est la suivante: 

GTTGACACCACCAGAAAAAATGTTGACTCGGTTGGCTACGGCGCACCTG 
TACGATCACTGAACTGCACGCTCGGGTACGGCGTTGACACCACCAGAAA 
AAATGTTGACTCCCTTGGCTACGGCCTCCACCTCCAGGGACAGGATATG 
20 GAGCAACAAGGCTACGGCCAGTACATCAAGGCTAACTCCAAGTTCATCG 
GTATCACTGAGCTGGGCTACGGCAGCACCTCTCAAGCAGAAAACATGCC 
CGTCGGCTACGGCGTTGACACCACGAGAAAAAATGTTGACTCCCTT 
(ID SEQ N° 53). 

Cette sequence d'ADN, donee dans pCR3.1. code done pour un polypeptide 
25 1L1 b sous controle du promoteur du CMV. 

On realise une premiere injection intra-musculaire en injectant 
100 1^ de vecteur dans une solution saline de 100 ^I. On realise 2 rappels a 
J21 et J40 avec le peptide de I'exemple 13 (immunisatton du type "prime- 
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boost"). A J60 ia reponse la r6ponse antlcorps est 6valu6e par test ELISA sur 
la cytokine native sur les 5 souris Immunisdes et les 5 souris contrdle. 

Le rSsultat est le sulvant : 



Souiis 


1 


2 


3 


4 


5 


Moyenne 


Peptide 


1.54 


0.35 


1.88 


1.64 


0.24 


1.13 


Contrdle 


0.13 


0.11 


0.18 


0.08 


0.23 


0.14 



10 



15 



Exemple 15. 

Le vaccin est forme d'une emulsion eau dans tiutle constituee de 
50 % d'iSA 51 (Seppic, Paris) et de 50 % d'une soiution aqueuse de peptide 
de i'exemple 1 (50 pg/dose). 

Exempie 16 : Vaccin a base de i'immunogene plasmidique pour 
vaccination ADN de type systemique iLI 0. 

Des piasmides codant pour les peptides APVRSUnICTL et 
LHLQGQDMEQQ de I'iLip (20 pg/dose) ont ete mis en suspension dans 0,2 
ml de PBS pour administration inti^musculaire. 



Exemple 17. 

On a prepare un vaccin fomne d'une emulsion eau dans huile de 
50 % d'ISA (SEPPIC, Paris) et de 50 % d'une soiution aqueuse du peptide de 
20 synthase KYQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQL d6rlv6 de TNFa 
humain couple au KLH (100 pg/dose). 
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REVENDICATIONS 



1. Un peptide de taille comprise entre 5 at 40 acrdes amines, 
proven ant d'une cytokine, caracteris6 en ce que au moins un de ses addes 

5 amines comporte au moins un de ses atomes espace d*une distance d de 
moms de 5 angstrdms d'un atome du r^cepteur correspondent ^ ladite 
cytoi^ine, I'espacement d etant Svalud sur des donnees structurales, ^ 
■'exception 

- des peptides compris entre la 2d et la 3e cysteine de h RANTES, de MIP 
10 1aetMIPip. et 

" des peptides compris entre les acides amines 123 et 140 de TIFN a. 

2. Un peptide selon la revendlcation 1 , caracteris6 en ce que deux 
de ses acides amines cons^cutifs comportent au moins un de leurs atomes 
espac6 d'une distance d de moins de 5 angstroms d'un atome du rdcepteur 

1 5 correspondant S iadite cytokine 

3. Un peptide selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en 
ce qu'il est choisi parmi les fragments des cytokines suivantes : le TGF p J'lLI 
p, le VEGF, le TNF a. les IFN a ety, les IL 4,5,6,1 0,12,13.1 5,18,23, riPIO, les 
MIP 1a et lp, et Rantes, 

20 4. Un peptide selon Tune des revendications 1^3, caract6ris6 en 

ce qu'il est choisi parmi les fragments des cytokines suivantes : le TGF PILI 

p, le VEGF. le TNF a, NFN y, les IL 4,5,6,10,12,13.15,18.23,. 

5- Un peptide selon Tune des revendications 1^4, caracteris6 en 

ce que d est inferieur d 4 angstrdms, 
25 6. Un peptide selon Tune des revendications 1^5 caracterise en 

ce que 3 ou 4 acides amines consdcutifs du peptide de cytokine repondent a 

ce mdme critere d*espacement. 

7. Un peptide selon Tune des revendications 1 a 6 caracterise en 

ce qui! comporte moins de 30 acides amines. 
30 8. Un peptide tel que dSfini ^ ia revendication 1 , choisi parmi ou 

provenant de ceux dont les noms suivent : 
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- hiLip (Human Interleukin 1 beta) 

1-APVRSLNCTL-10 (ID SEQ 1) 
29-LHLQGQDMEQQ-39 (ID SEQ N° 2) 

123- STSQAENMPV-132 (ID SEQ N" 3) 

- hvEGF (Human vascular Endothelial Gro\wth Factor) 

73-iMRIKPHQGQHIGEMS-88 (ID SEQ N" 4) 

- hTNFa (Human Tumor Necrosis Factor alpha) 

20-PQAEGQLQWLNRRANALLANGVELRDNQLWPSEG-54 
(ID SEQ N" 5) 

80-ISRIAVSYQTKVNLLS-95 (ID SEQ N" 6) 

124- FQLEKGDRLSAE1NR-138 (ID SEQ N" 7) 

- hlFNy (Human interferon gamma) 

1-MQDPYVKEAENLKKYFNAGHSDVADNGTLFLGILKN-36 
(ID SEQ N° 8) 

118-MAELSPAAKTGKRKRS-133 (ID SEQ 9) 



- hILIO (Human interleukin 10) 




20-PNMLRDLRDAFSRVKTFFQIV1KDQLDNLLLKE-50 (ID SEQ 


N" 10) 




- hlL4 (Human Interleukin 4) 




5-ITLQEiIKTLNSL-17 (ID SEQ N" 1 1) 




70-AQQFHRHKQLIRFLKRLDRNLWGLAG-95 (ID SE 


:Q N" 12) 



- hlL12p40 (Human Interleukin 12 sous unite p40) 

80-LLLHKKEDGIWSTDILKDQKEPKNKTFLRCE-1 1 0 
(ID SEQ N° 13) 

135-KSSRGSSDPQG-145 (ID SEQ N" 14) 



- hlL18 (Human interleukin 18) 

1-YFGKLESKLSVIRNLNDQVLFIDQGNiRPLFEDMTD-35 
(ID SEQ N° 15) 

68-CEKISTLSCEIS1-78 (ID SEQ N° 16) 
141-EDELGDRSIMFTVQNED-157 (ID SEQ N° 17) 

- hlP10 (Human interferon gamma inducible protein) 
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39-VElIATMKKKGEKRCLNPESKAr60 (ID SEQ N" 18) 

- hlL5 (Human Interieukin 5) 

1 -I PTSALVKETLALLSTHRTLLIANET-26 (ID SEQ N" 1 9) 
96-LQEFLGVMNTEWI-108 (ID SEQ N° 20) 

- hTGFp2 (Human Transforming Growth Factor beta type 2) 

25-KRDLGWKW1HE-35 (ID SEQ N° 21) 
87-TILYYIGKTPKIEQ-100 (ID SEQ N" 22) 

- hlL15 (Human Interieukin 15) 

1-ANWVNVISDLKKI-13 (ID SEQ N" 23) 
74-SSNGNVTESGCKECEELEKKrvilKEFLQSFVHiVQIVIF-1 1 1 
(ID SEQ N" 24) 

■ - hlL6 (Human Inlerieukin 6) ~~ 

28-KQIRYILDGISA-39 (ID SEQ N" 25) 

1 1 4-RAVQIVISTKVLlQFLQKKAKNLDAITTPDPTTr^SLL-149 
(ID SEQ H" 26) 

- iiMIPIa (Human l^acrophage Inflammatory Protein alpha) 

51- ADPSEEWVQKYVSDLELSA--69 (ID SEQ N" 27) 

- hIVtiPip (Human IVIacrophage Inflammatory Protein beta) 

52- ADPSESWVQEYVYDLELN-69 (ID SEQ N° 28) 

- hlL13 (Human Interieukin 13) 

8-TALRELIEEL-17 (ID SEQ N" 29) 

57-CSAIEKTQRIWUSGFCPHKVSAGQFSS-82 (ID SEQ N° 30) 

- hlL23 (Human Interieukin 23) 

52 GHiyiDLREEGDEETT 65 (ID SEQ N° 31) 

1 1 5 LLPDSPVGQLHASLLGLSQ 1 33 (ID SEQ N" 32) 

160 LLRFKILRSLQAFVAVAARV 179 (ID SEQ N° 33) 

- hRANTES (Human Regulated upon Activation Normal T-cell expressed) 

51-ANPEKKWVREYINSLEMS-68 (ID SEQ N*" 34) 
-hlFNa (Human Interferon alpha) 

12-RRTLIV1LLAQWIRK-23 (ID SEQ N" 35) 
95-LEACVIQGVGVTETPLIWKEDSlI^VRK-121 (ID SEQ N" 36) 
ou un fragment desdits peptides. 
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9. Un derive d'un peptide tel que defini a Tune des revendications 
1 a 8 par deletion, substitution, addition, cyclisation, modification 
ster^ochlmique (utilisation d'acides amines da serie D}. ou fonctlonnalisatlon 
(telle qu'acylation) d'un ou plusieurs acides amines dudit peptide. 
5 10. Un cxDmpose immunogene caracteris6 en oe qu'it oomprend 

un peptide ou derive d'un peptide tel que dSfini d Tune des revendications 1 a 
9, ^nt entendu quil ne compoite pas d'autres epitopes de iadite cytokine et 
en ce qu'il est capable de g^nerer chez un sujet des anticoips reconnaissant la 
cytokine native- 

10 11, Un peptide ou derive d'un peptide ou compose TOmunogene 

tel que defini a Tune des revendications 1 ^ 10 ou compris entre les acides 
amines 123 et 140 de I'IFN a, pour son utilisation dans une mStliode de 
traltement therapeutique du corps liumain ou animal, 

12. Utilisation d'un peptide ou derive d*un peptide ou compose 
15 immunogdne tel que defini a Tune des revendications 1 ^ 10 ou compris entre 

les acides amines 123 et 140 de PI FN a, pour la preparation d'un medicament 
curatif ou prSventif destine au traltement ou a la prevention des afTections 
liSes A un exces ou a la presence de cytokines. 

13. Utilisation d'un peptide ou derive d'un peptide ou compose 
20 immunogdne tel que d6finr a Tune des revendications 1 S 10 ou compris entre 

les acides amjn6s 123 et 140 de I'IFN a, pour la preparation d'un medicament 
curatif ou prSventif destine au traltement d'une maladie auto-immune. 

14. Une composition pharmaceutique qui renferme au moins un 
peptide ou derive d'un peptide ou compose immunogene tel que defini a Tune 

25 des revendications 1 d 10 ou compris entre les acides amines 123 et 140 de 
riFN a, d titre de principe actif. 
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Figure 2 
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SEQUEasrCE IiISTIlTG 

<110> Jean^iFrangois^ ZAGIIRY 

<12 0> Peptides isBUS de cytokines et leur application en 
thdrapeutique 

<130> bif022l75 pct 

<160> 55 

<;170> Patentin version 3.2 

<210> 1 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

Ala Pro Val Ala Ser Leu Ala Cys Thr Leu 
1 '5 10 



<210> 2 

<211> 11 

<2X2> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 2 

Leu His Leu Gin Gly Gin Asp Wet Glu Gin Gin 
15 10 



<210> 3 
<211> 10 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 3 

Ser Thr Ser Gin Ala Glu Asn Met Pro Val 
15 10 



<210> 4 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 4 

He Met Arg He Lys Pro His Gin Gly Gin His He Gly Glu Met Ser 
15 10 15 



<2ao> 5 

<211> 35 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 5 
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Pro Gin Ala Glu Qly Gin Leu Gin Trp Leu Asn Arg Az-g Ala Asn Ala 
15 10 15 

Leu Leu Ala Asn Gly Val Qlu Leu Arg Asp Asn Gin Leu Val val Pro 

20 25 30 

Ser Glu Gly 





35 


<210> 


€ 


<211> 


16 


<212> 


PRT 


<213> 


Hotno sapiens 


<400> 


6 



lie Ser Arg lie Ala Val Ser Tyr Gin Thr Lys Val Asn Leu Leu Ser 
15 10 15 

<210> 7 

<211> 15 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 7 

Phe Gin Leu Glu Lye Gly Asp Arg Leu Ser Ala Glu lie Asn Arg 
1 5 10 15 



<210> 


8 


<211> 


36 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


8 



Met Gin Asp Pro Tyr Val Lys Glu Ala Glu Asn Leu Lys Lye Tyr Phe 
15 10 15 

Asn Ala Gly His Ser Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr Leu Phe Leu Gly 

20 25 30 

lie Leu Lys Asn 





35 


<210> 


9 


<211> 


le 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 




Met Ala Glu 



10 15 
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<210> 10 
<211> 31 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 10 

Pro Asn Met Leu Arg Asp Leu Arg Asp Ala Phe Ser Arg Val Lys Thi- 
15 10 15 

Phe Phe Gin Met Lye Asp Gin X*eu Asp Asn Leu Leu Leu Lys Glu 

20 25 30 



<210> 11 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 11 

He Thr Leu Gin Glu lie He Lys Thr Leu Asn Ser Leu 

15 10 



<210> 12 

<211> 26 

<212> PRT 

<2 13 > Homo sapiens 

<400> 12 

Ala Gin Gin Phe His Arg His Lys Gin Leu He Arg Phe Leu Lys Arg 
15 10 15 



Leu Asp Arg Asn Leu Trp Gly Leu Ala Gly 

20 25 



<:210> 13 

<211> 31 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 13 

Leu Leu Leu Hie Lys Lys Glu Asp Gly lie Trp Ser Thr Asp Xle Leu 
15 10 15 

Lys Asp Gin Lys Glu Pro Lys Asn Lys Thr Phe Leu Arg Cys Glu 

20 25 30 



<210> 14 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
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<400> 



14 



Lys Ser Ser Arg Gly Ser Ser Asp Pro Gin Gly 
15 10 



<210> 15 

<211> 35 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 15 

Tyr Phe Gly Lys Leu Glu Ser Lys Leu Ser Val lie Arg Asn Leu Asn 
15 10 15 



Asp Gin Val Leu Phe lie Asp Gin Gly Asn Arg Pro Leu Phe Glu Asp 

20 25 30 



Met Thr Asp 
35 



<210> ±€ 

<211> 11 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 16 

Cys Glu Lys lie Ser Thr Leu Ser Gys Glu Asn 
IS 10 



<210> 17 

<211> -17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 17 

Glu Asp Glu Leu Gly Asp Arg Ser lie Met Phe Thr Val Gin Asn Glu 
15 10 15 



Asp 



<210> 18 
<211> 24 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 18 

Val Glu He He Ala Thr Met Lys Lys Lye Gly Glu Lys Arg Cys Arg 



1 



5 



10 



15 



Cys Leu Asn Pro Glu Ser Lys Ala 
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20 

<210> 19 

<211> 2G 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> Z9 

He Pro Thr Ser Ala neu Val Lye Glu Thr Leu Ala Leu Leu Ser Thr 
IB 10 15 

His Arg Thr Leu Leu He Ala Asn Glu Thr 

20 -25 

<210> 20 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 20 

Deu Gin Glu Phe Leu Gly Val Met Asn Thr Glu Trp He 
15 10 

<210> 21 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 21 

Lys Arg Asp Leu Gly Trp Lys Trp He His Glu 
15 10 

<210> 22 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 22 

Thr He Leu Tyr Tyr He Gly Lys Thr Pro Lys He Glu Gin 
15 10 

<210> 23 

<211> 13 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 23 

Ala Asn Trp Val Asn Val He Ser Asp Leu Lys Lys He 
15 10 



<210> 24 
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<211> 36 
<212> £>RT 

<213> Homo sapiens 
<400> 24 

Ser Ser Asn Gly Asn Val Thr Glu Ser Gly Cys Lys Glu Cys Glu Glu 
15 10 15 

beu Glu Lys Lys Asn He Lys Glu Phe Leu Gin Ser Phe Val Hie He 

20 25 30 

Val Gin Met Phe 





35 


<210> 


25 


<211> 


12 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


25 


LyB Gin He 


1 




<210> 


26 


<211> 


36 


<212> 


PRT 


<213> 


Homo 


<400> 


26 



10 



Arg Ala Val Gin Met Ser Thr Lys Val Leu He Gin Phe Leu Gin Lys 
15 10 15 

Lys Ala Lys Asn Leu Asp Ala He Thr Thr Pro Asp Pro Thr Thr Asn 

20 25 30 

Ala Ser Leu Leu 
35 



<210> 27 

<2H> 19 

<2a2> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 27 

Ala Asp Pro Ser Glu Glu Trp Val Gin Lye Tyr Val Ser Asp Leu Glu 
15 10 15 



Leu Ser Ala 
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<210> 28 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 28 

Ala Asp Pro Ser Glu Ser Trp Val GXn Glu Tyr Val Tyr Asp Leu Glu 
15 10 15 

Leu Asn 



<210> 29 

<211> 10 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 29 



Thr Ala Leu Arg Glu Leu lie Glu Glu Leu 
15 10 



<210> 30 

<211> 26 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 30 

Cys Ser Ala lie Glu Lys Thr Gin Arg Met Leu Ser Gly Phe Cys Pro 
15 10 15 

His Lys Val Ser Ala Gly Gin Phe Ser Ser 

20 25 



<210> 31 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 31 

Gly His Met Asp Leu Arg Glu Glu Gly Asp Glu Glu Thr Thr 
15 10 

<210> 32 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 32 

Leu Leu Pro Asp Ser Pro Val Gly Gin Leu His Ala Ser Leu Leu Gly 
1 5 10 15 
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Leu Ser Gin 



<210> 33 

<211> 20 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 33 



Leu Leu Arg Phe Lys lie Leu Arg Ser Leu Gin Ala Phe Val Ala Val 
15 10 15 



Ala Ala Arg Val 

20 



<210> 34 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



<400> 34 

Ala Asn Pro Glu Lys Lys Trp Val Arg Glu Tyr He Aen Ser Leu Glu 
1 5 10 15 



Met Ser 



<210> 35 

<211> 12 

<212> PRT 

<:213> Homo sapiens 

<400> 35 

Arg Arg Thr Leu Met Leu Leu Ala Qln Met Arg Lys 
15 10 

<210> 36 

<211> 27 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 36 

Leu Glu Ala Cys Val lie Gin Gly Val Gly Val Thr Glu Thr Pro Leu 
^ S 10 15 

Met Lys Glu Asp Ser He Leu Ala Val Arg Lys 

20 25 



<210> 37 
<211> 12 
<212> PRT 
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<213> Homo sapiens 
<400> 37 

Lys Leu His Leu Gin Gly Gin Asp Met Glu Gin Gin 
15 10 



<210> 38 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 38 

I*ys Pro His Gin Gly Gin His lie Gly Glu Met Ser 
15 10 



<210> 39 
<211> 30 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 39 

Lys Tyr Gin Ala Glu Gly Gin Leu Gin Trp Leu Asn Arg Arg Ala Asn 
15 10 15 



Ala Leu Leu Ala Asn Gly Val Glu Leu Arg Asp Asn Gin Leu 

20 25 30 



<210> 40 

<211> 24 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 40 

Lys Lys Tyr Phe Asn Ala Gly His Ser Asp Val Ala Asp Asn Gly Thr 
^5 10 15 



Leu Phe Leu Gly He Leu Lys Asn 

20 



<210> 41 

<211> 2B 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 41 

Asp Glu Gys Asn Met Leu Arg Asp Leu Arg Asp Ala Phe Ser Arg Val 
15 10 15 



Lys Thr Phe Phe Gin Met Lys Asp Gin Leu Asp Asn Cys 

20 25 
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<210> 42 

<211> 19 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 42 



Lys Gin lieu He Arg Phe Leu Lys Arg Leu Asp Arg Aan Leu Trp Gly 
1 5 10 IS 

Leu Ala Gly 



<210> 43 

<211> 27 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 43 

Lys Lye Glu Asp Gly He Trp Ser Thr Asp He Leu Lye Asp Gin Lys 
15 10 15 

Glu Pro Lys Asn Lys Thr Phe Leu Arg Cys Glu 

20 25 



<210> 44 
<211> 24 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 44 

Lys Tyr Phe Gly Lys Leu GXu Ser Lys Leu Ser Vai He Arg Asn Leu 
15 10 15 

Asn Asp Gin Val Leu Phe lie Asp 

20 



<210> 45 

<211> 17 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 45 

Lys Lys Lys Gly Glu Lys Arg Lys Arg Cya Leu Asn Pro Glu Ser Lys 
15 10 15 



Ala 



<210> 46 
<211> 14 
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<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 46 

Lys Leu Gin Glu Phe Leu Gly Val Met Aszi Thr Glu Trp lie 
15 10 



<210> 47 

<211> 14 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 47 

Asp Thr lie Leu Tyr Tyr lie Gly Lye Thr Pro Lye lie Glu 
15 10 



<2a0> 48 

<211> 30 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 48 

gcacctgtac gatcactigaa ctgcacgctc 
30 



<210> 49 

<211> 32 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 49 

ctccacctcc aggacaggat atggagcaac aa 
32 



<210> 50 

<211> 30 

<212> DKFA 

<213> Homo sapiens 

<400> 50 

age acetate aagcagaaaa catgcccgtc 
30 



<210> 51 

<211> 45 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 51 

cagtacatca aggctaactc caagttcatc ggtatcactg agctg 
45 



<210> 52 
<211> 33 
<212> DNA 



wo 03/084979 



12/12 



PCT/FR03/01120 



<213> Homo sapiens 
<400> 52 

gttgacacca ccagaaaaaa tgttgactcc ctt 
33 



<210> 53 

<211> 291 

<212> DNA 

<2 1 3 > Homo s ap lens 

<400> 53 

gttgacacca ccagaaaaaa tgttgactcc cttggctacg gcgcacctgt acgatcactg 

60 

aactgcacgc tcggctacgg cgttgacacc accagaaaaa atgttgactc ccttggctac 
120 

ggcctccacc tccagggaca ggatatggag caacaaggct acggccagta catcaaggct 
180 

aactccaagt tcatcggtat cactgagctg ggctacggca gcacctctca agcagaaaac 
240 

atgcccgtcg gctacggcgt tgacaccacc agaaaaaatg ttgactccct t 
291 



<210> 54 

<211> 9 

<212> DNA 

<213> Homo sapiens 

<400> 54 
ggctacggc 
9 



<210> 55 

<211> 16 

<212> PRT 

<213> Homo sapiens 

<400> 55 

Ala Gin Tyr lie Lys Ala Asn Ser Lye Phe lie Gly lie Thr Glu Leu 
15 10 15 



